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研究成果の概要（和文）： 
肝細胞増殖因子 (HGF) の刺激により誘導される腫瘍細胞の上皮間質転換  (EMT) は、ZEB1, 
ZEB2を介して特定のマイクロ RNA (miR-200 ファミリー) によって制御されており、実際の食
道癌病変においても浸潤先端部では ZEB が亢進、miR-200 ファミリーが低下していることを
明らかにした。また ZEB の発現を抑えることによりこの EMT、ひいては癌浸潤を抑制できる
可能性を明らかにした点で、食道癌の発生と広がりについての新たな見地を示す研究であると
いえる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) of tumor cells promoted by stimulation of 
Hepatocyte growth factor (HGF) is regulated by some microRNAs (miR-200 family) via ZEB1 
and ZEB2, and actually in esophageal cancer tissue, we clarified upregulation of ZEB, 
and downregulation of miR-200 family at the invasion front.  Also, our data indicate that 
knockdown of ZEB prevents induction of EMT and cancer invasion as well, providing a novel 
mechanistic insight into esophageal carcinogenesis and tumor progression. 
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１． 研究開始当初の背景 
肝細胞増殖因子(HGF)は肝細胞をはじめと
した多くの細胞の再生・修復能に多大な影響
を及ぼし、様々な腫瘍細胞においてもその増
殖・遊走・浸潤能に大きな影響を与える。HGF
は多機能ペプチドであり、その下流のシグナ
リングに関しても多くの研究・報告がなされ
ているが、HGF 刺激によって作動する機能遺
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伝子の発現調整機構については未だ不明な
点も多く、研究途上の領域である。一方、マ
イクロRNA (miRNA) は様々な腫瘍細胞におい
て異なるプロファイリングを示し、部位や組
織型によっても異なる miRNA が発現亢進・低
下することが明らかになっている。また、腫
瘍の増殖能や浸潤性、遊走能などの制御にも
miRNA が関わっていることが明らかになって
きており、同様に腫瘍細胞の動態に強い影響
を及ぼす HGFシグナリングの過程においても、
HGF 刺激後の機能遺伝子の発現に miRNA によ
る翻訳調節が関与していると考えられる。 
                   
２． 研究の目的 
 本研究では、HGF 刺激による機能遺伝子の
発現に miRNAによる翻訳調節が関与している
との仮説の下、消化器癌での HGF 存在下、非
存在下における形態学的変化と miRNAプロフ
ァイリングの変化を関連付けることによっ
て、HGF 刺激による機能遺伝子の発現を制御
する miRNA、特に腫瘍の増殖・浸潤・転移を
制御する miRNA を同定して、標的となる mRNA
を明らかにし、HGF 刺激によって作動する機
能遺伝子を明らかにすることを目標とした。 
 
３． 研究の方法 
 ヒト大腸直腸癌細胞株 Caco-2, CoCM1, 
LoVo, RCM1, ヒト舌癌細胞株 HSC3, SAS は
RPMI-1640 (10%FBS) で培養した。ヒト食道
上皮細胞株 EPC2-hTERT およびその派生細胞
は無血清培地 KSFM で培養し、3次元組織培養
も行った。食道癌組織標本は、通常の病理組
織標本として作製されたパラフィンブロッ
クを使用し、HE 染色や様々な免疫組織化学染
色を施した。また、この組織切片からレーザ
ーマイクロダイセクション (LCM) 法により
選択的に組織を採取し、mRNA および miRNA の
発現を定量的 PCR (qPCR) により測定した。 
 
４． 研究成果 
(1) ヒト大腸癌細胞株や舌癌細胞株の培養
液中に HGF を添加すると、細胞により程度は
様々であるが、細胞の接着性が減弱して細胞
同志が離れてくる (scattering) と同時に、
細胞自体の形態も類円形からやや紡錘形を
帯びたかたちになる (図 1) 。この HGF 刺激
により形態変化を来した細胞における miRNA
の発現をマイクロアレイにて確認すると、
miR-141, 200a を中心とした miR-200 ファミ
リーの発現が低下していることがわかった。
miR-200 ファミリーは上皮間質転換 (EMT) 
の重要な誘導因子である ZEB1 をターゲット
とすることが知られており、この EMT 様の形
態変化と miRNA の変化の相関から、HGF が EMT
を誘導したものと考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：大腸癌細胞株 LoVo の HGF 刺激による形
態変化 
 
(2) 次に我々は実際の癌組織内で、特に浸潤
先端部の EMT様形態変化を来した癌細胞にお
いて同様の変化がみられるかを検討した。 
 
図 2：食道癌組織の ZEB1 免疫染色 
 
図 2 にみられるように、ZEB1 は癌胞巣中心部
の比較的分化の高い部分では陰性で、胞巣辺
縁部のやや分化の低い、ときに紡錘形を示す
癌細胞において陽性であり、癌の辺縁部、特
に浸潤先端部では EMT傾向にあることが示唆
された。このため、癌組織中の胞巣中心部と
辺縁部（浸潤先端部）に分けて LCM 法で組織
を採取し、各々での miR200 ファミリーの発
現を検討した (図 3) 。 
EMT の指標として浸潤先端部の癌細胞にビメ
ンチンの発現が見られたものと、見られない
ものについて比較したところ、ビメンチンの
発現がある、すなわち EMT が起こっていると
思われる症例群において、浸潤先端部での有
  
意な miR-200ファミリーの発現低下がみられ
た。 
 
 
図 3：ビメンチン(＋)の症例群では、全ての
miR-200 ファミリーが浸潤部で発現低下、一
方(-)群では有意な変化はなかった。 
 
(3) 食道癌細胞株においても、ZEB1, ZEB2 お
よび miR-200 ファミリーの発現を検討した。
形態的にも間葉系の形質を持つ HCE4 と HCE7
は、他の細胞に比べてウエスタンブロットに
おいて E-カドヘリンの低下、N-カドヘリンや
ビメンチンの上昇を示し、ZEB1, ZEB2 の高い
発現と miR-200ファミリーの低発現を示した。
これはすなわち、癌組織内における EMT をお
こした浸潤先端の細胞と同様の変化が起こ
っていると考えられ、前述の vivo の結果を
支持するものである（図４）。 
 
図 4：食道癌細胞株のうち HCE4 と HCE7、そ
れと形質転換した食道上皮細胞に TGF-βで
EMT を誘導したもの(45TGFb1)では、明らかな
ZEB1,2の高発現とmiR-200ファミリーの低発
現を認めた。 
 
(4) 形 質 転 換 し た 食 道 上 皮 細 胞
(EPC2-hTERT)に EGFR の過剰発現と p53 の変
異を加えると、それだけでも紡錘形の細胞が
出現するが、TGF-βの刺激によって EMT が誘
導されやすい状態になる（図 5）。 
 
図 5：EPC2-ｈTERT 細胞に EGFR, 変異型 p53
およびその両方を誘導した場合の、細胞の形
態変化および EMT の誘導されやすさの変化 
 
この細胞を 3次元培養してみると、コントロ
ールの細胞と比べて明らかに下方への浸潤
傾向を示すようになり、この浸潤部と表層部
を LCM で取り分けて様々な EMT マーカーの発
現を比較したところ、明らかに浸潤部のほう
で高値を示した(図 6)。 
 
図 6：A 食道上皮細胞の 3 次元培養。右側の
EGFR-p53 細胞では間質への浸潤傾向がみら
れる。この浸潤部と表層部の比較が Bである。 
 
さらにこの細胞にTGF-βでEMTを誘導すると
E-カドヘリン(CDH1)から N-カドヘリン
(CDH2)へのスイッチングが認められ、ZEB1, 2
の発現亢進も確認された（図 7）。そして
miR-200 ファミリーもその多くで発現低下が
  
認められた（図 8）。 
 
図 7：EMT を誘導した細胞におけるカドヘリ
ン発現の変化（CDH1：E-カドヘリン, CDH2: N-
カドヘリン）と ZEB の発現変化 
 
図 8：EMT を誘導した細胞における miR-200
ファミリーの発現変化 
 
 
まとめ 
本研究により、HGF による培養細胞の形態変
化は、腫瘍細胞の浸潤・転移に重要な役割を
果たす EMT と同様の変化であること。そして
EMTは実際の癌組織においてもZEB1の発現亢
進というかたちで確認でき、このような場所
では miR-200ファミリーの発現低下が認めら
れること。そしてこの ZEB と miRNA の変化は
培養癌細胞株や、EMT を誘導した形質転換食
道上皮細胞株でも同様に認められることが
確認された。さらには ZEB1, 2 の発現を抑制
した細胞においては EMTの誘導が抑制される
というデータもあり(今回提示せず)、これら
の結果から、癌の EMT は miR-200 ファミリー
を介した ZEB1, ZEB2 の発現によって制御さ
れており、今後これらのファクターを制御す
ることによりこの EMT、ひいては癌浸潤を抑
制できる可能性が明らかになったと思われ
る。食道癌の発生と広がりについての新たな
見地を示す研究であったと考えている。 
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